









and chemical changes  that occur with  time  following deposition. The composition of  the glyceride 10 
fraction of latent fingermark lipids in particular is relatively under‐investigated due in part to their high 11 
structural  variability  and  the  limitations  of  the  analytical  methods  most  frequently  utilised  to 12 
investigate fingermark composition. Here, we present an ultra performance liquid chromatography‐13 





21  of  the most  abundant  triglyceride  families  were  found  to  be  common  to most  or  all  donors, 19 






In  recent decades,  analysis of  the  chemical  composition of  latent  fingermarks has  seen  increasing 26 
focus in forensic research, in an effort to better understand and overcome the issues facing fingermark 27 
detection.1‐6 It is recognised that there is a need to identify not only the processes by which current 28 





The  lipid fraction of  fingermark residue  is of particular  interest, as these non‐volatile, hydrophobic 34 
compounds  enable  fingermark  detection  on  wetted  substrates.  This  fraction  has  been  shown  to 35 
exhibit significant physical and chemical changes over time following deposition, as well as inter‐donor 36 
variation.1, 4, 9, 16, 17 The lipid classes identified in fingermark residue include squalene, cholesterol, wax 37 
esters,  glycerides  and  free  fatty  acids.4,  9,  18  These  skin  surface  lipids  are  largely  derived  from  the 38 
secretions of the sebaceous glands, which are found in greatest density on the face and scalp, with 39 
other  compounds  contributed  by  the  epidermis.19  Sebaceous  lipids  become  incorporated  into 40 
fingermark residue through incidental touching of the face and hair, and so the relative abundance of 41 









may be prone to degradation to  free  fatty acids,4 ozonides,29 and eventually  shorter chain organic 51 
compounds 30, 31, depending on environmental conditions. Such processes contribute to the changes 52 




























Liquid  chromatography  presents  a more  suitable  approach  for  the  characterisation  of  these  lipid 81 
classes. In the context of latent fingermark analysis, it has thus far seen very limited use, with focus 82 
constrained only to a narrow range of targeted compounds.16, 29, 55 Conversely, numerous methods 83 





We  present  a  method  for  the  untargeted  separation  and  characterisation  of  latent  fingermark 89 
glycerides  using  ultra  performance  liquid  chromatography‐ion  mobility  spectroscopy‐quadrupole 90 
time‐of‐flight  mass  spectrometry  (UPLC‐IMS‐QToF‐MSE).  Samples  were  collected  from  a  small 91 
population of donors to explore the range of variation in glyceride chain lengths and unsaturation, 92 
and  to  identify common, abundant species as potential  targets  for  further  studies  into  fingermark 93 
composition  and  degradation  over  time.  Several  approaches  were  taken  to  identify  glyceride 94 






Dichloromethane  (GC  grade;  Sigma‐Aldrich,  Switzerland),  acetonitrile  (ULC/MS  grade;  Biosolve, 101 
France),  water  (LC‐MS  Ultra  grade;  Honeywell,  Germany),  2‐propanol  (ULC/MS  grade;  Biosolve, 102 
France), formic acid (ULC/MS grade; Biosolve, France), ammonium formate (LC‐MS Ultra grade; Fluka, 103 
Switzerland),  monomyristin  (MG  14:0),  monopalmitolein  (MG  16:1),  monoolein  (MG  18:1), 104 
monostearin (MG 18:0), dimyristin (DG 28:0), dipalmitolein (DG 32:2), dipalmitin (DG 32:0), diolein 105 
(DG 36:2) and distearin (DG 36:0) (all >99 %; Nu‐Chek Prep, Inc, USA), tricaprilin (TG 24:0), tricaprin 106 
(TG 30:0),  trilaurin  (TG 36:0),  trimyristin  (TG 42:0) and tripalmitin  (48:0)  (all 99.9 %; Sigma‐Aldrich, 107 
USA) were used as received. 108 
Stock solutions of glycerides were prepared in dichloromethane. To determine the ability of the UPLC 109 
method  to  separate  glycerides  and  the  elution  profiles  of  each  glyceride  class,  mixed  standard 110 








paper  circles  (Grade 1  qualitative  filter  paper; Whatman, UK). Donors were  asked  to  refrain  from 119 
handling food or chemicals, or washing hands 30 minutes prior to sampling, but were otherwise free 120 
to  carry  out  normal  activities  and  use  of  skin  products.  Donors  were  asked  to  provide  charged 121 
fingermarks by briefly rubbing the middle three fingertips of both hands on their forehead and nose, 122 
then rubbing the fingertips of each hand together to homogenise the secretions. Three fingertips from 123 
one  hand  were  pressed  gently  to  individual  filter  paper  circles  for  approximately  ten  seconds, 124 
providing a total of 30 samples (3 per donor). Samples from each donor were immediately wrapped 125 





















UPLC  in‐line  filter  to  protect  the  column  (both  from Waters).  The  mobile  phases  were  A)  60:40 147 


























Data  were  processed  using  UNIFI  (Waters  MS  Technologies,  Manchester,  United  Kingdom). 164 
Deconvolution and peak picking were performed with 4D peak detection, with a low energy intensity 165 
threshold  of  250  counts  and  a  high  energy  intensity  threshold  of  100  counts.  The  fraction  of  the 166 
chromatographic  peak  width  applied  during  isotope  cluster  creation  and  high‐to  low  energy 167 
association was 0.5. The fraction of the drift peak width applied during cluster creation and high‐to 168 
low energy association was 0.5, except for critical pairs that appeared together in the low energy mass 169 
spectra.  To  resolve  these  compounds,  the  fractions  of  the drift  peak width  applied during  cluster 170 
creation and high‐to low energy association were 0.1 and 0.15, respectively. 171 
A  molecular  database  was  created  by  uploading  .mol  files  obtained  from  ChemSpider 172 
























Annotation  of  glyceride  structures  in  this  paper  follows  the  recommendations  of  Liebisch  et  al.63 197 
Glyceride classes (mono‐, di‐, and triglycerides) are denoted as MG, DG, and TG, respectively, followed 198 
by the CN:DB family as a generic identifier (where CN denotes the total number of carbon atoms in 199 
the  fatty  acyl  groups  and DB  the  total  number of  double  bonds). Where  structural  information  is 200 
provided, the separator ‘_’ is used to indicate that the sn‐positions of the fatty acids are unknown (e.g. 201 
DG 14:0_16:0 indicates that myristic acid and palmitic acid are present in any possible 1,2‐ or 1,3‐DG 202 
structure), otherwise  the separator  ‘/’  is used  (e.g.  tripalmitin may be expressed as TG 48:0 or TG 203 
16:0/16:0/16:0). 204 
It should be noted that while alkyl branching has been observed in a number of sebaceous fatty acids, 205 















glycerides  can  be  shown  to  have  similar  retention  behaviour  to  a  smaller,  more  saturated 221 
counterpart.41,  65,  66  Complete  separation  can  be  extremely  difficult  to  achieve  for  neutral  lipid 222 




based  on  CN:DB  families which  are  common  between  donors  and  present  in  high  abundances.  A 227 

















previously  identified  in  skin  surface  lipids  are  unavailable  commercially.  Furthermore,  the  use  of 245 
physical  reference  substances  can  create  carryover  issues  in  the UPLC  system.61 While  an  in  silico 246 
approach confers several advantages in these regards, other issues arise from a lack of information of 247 












low  energy  mass  spectra  as  predominantly  [M+H‐H2O]+  ions,  due  to  in‐source  fragmentation  as 260 




as  the  filter  paper  substrates.  A  further  18  DGs were  identified  based  on  in  silico  fragmentation, 265 































DG 12:0_12:0  24:0  4.18  439.3780  233.6  479.3707  230.8  7 (3) 
DG 12:0_14:0  26:0  5.46  467.4091  242.0  506.6519  237.5  8 (4) 
DG 14:0_14:1  28:1  5.86  493.4246  245.6  533.4177  243.2  6 (2) 
DG 14:1_16:1  30:2  6.29  n/a  n/a  559.4332  246.6  2 (1) 
DG 14:0_14:0  28:0  7.28  495.4408  249.5  535.4334  244.6  9 (4) 
DG 12:0_18:1  30:1  7.52  521.4554  252.8  561.4493  250.6  3 (2) 
DG 14:0_16:1  30:1  7.78  521.4565  253.6  561.4492  250.7  11 (5) 
DG 16:1_16:1  32:2  8.32  547.4713  256.6  587.4649  255.4  18 (7) 
DG 18:2_18:2  36:4  8.68  599.5038  263.8  639.4959  262.8  5 (2) 
DG 15:0_16:1  31:1  9.00  535.4717  257.2  575.4649  254.8  10 (5) 
DG 14:0_16:0  30:0  9.70  523.4718  257.7  563.4646  252.1  20 (7) 
DG 14:0_18:1  32:1  10.03  549.4876  260.7  589.4802  258.9  6 (3) 
DG 16:0_16:1  32:1  10.36  549.4880  261.0  589.4801  258.5  25 (9) 
DG 16:0_18:2  34:2  10.56  575.5028  264.0  615.4956  263.1  3 (1) 
DG 16:1_18:1  34:2  10.75  575.5029  263.9  615.4959  263.5  13 (5) 
DG 18:1_18:2  36:3  10.85  601.5190  266.8  641.5113  266.5  3 (1) 
DG 15:0_16:0  31:0  11.17  536.3765  261.6  577.4799  255.4  9 (5) 
DG 15:0_18:1  33:1  11.56  563.5036  264.1  603.4956  262.3  2 (1) 
DG 16:0_16:0  32:0  12.76  551.5033  265.4  591.4956  259.7  30 (10) 
DG 16:0_18:1  34:1  12.86  577.5193  268.0  617.5115  267.2  12 (5) 
DG 18:1_18:1  36:2  12.92  603.5343  271.1  643.5271  270.0  9 (3) 
DG 16:0_18:0  34:0  13.47  579.5318  271.9  619.5270  267.1  12 (5) 
DG 18:0_18:0  36:0  14.01  607.5659  279.2  647.5586  274.6  6 (2) 
Table 2: Diglycerides detected in latent fingermarks from 10 donors. Compounds identified using 273 
standards are indicated in italics. 274 
The  peak  intensities  of  the  DGs were  usually  very  low  compared  to  those  of  the  TGs  (total  peak 275 
response of the DG fraction in a sample was typically <5 % of the total identified glycerides). Often, a 276 
DG species could not be identified in all samples from a single donor, as diagnostic fragment ions could 277 
not  be  detected  at  low  signal‐to‐noise  ratios.  This  is  consistent  with  literature  stating  that  DGs 278 
constitute  a  very minor  proportion  of  the  glyceride  fraction  of  skin  surface  lipids,  as  a  hydrolysis 279 































likely higher  concentration  glyceride  structures.80  Reported TGs  in human skin  surface  lipids  range 311 


















double  bond  positional  isomers.20  However,  it  should  be  noted  that  collision‐induced  dissociation 330 
(CID)  is  not  sufficient  to  identify  structural  characteristics  such  as  double  bond  position  or  alkyl 331 
branching, nor the sn‐position of a fatty acid.83 Table 3 lists the calculated mass losses of fatty acids 332 
that have been identified as major components of human sebum and latent fingermarks, as both free 333 








Octanoic acid (caprylic acid)  8:0  C7H15COOHNH3  161.14158 
Nonanoic acid (pelargonic acid)  9:0  C8H17COOHNH3  175.15723 
Decanoic acid (capric acid)  10:0  C9H19COOHNH3  189.17288 
Dodecanoic acid (lauric acid)  12:0  C11H23COOHNH3  217.20418 
Tridecanoic acid   13:0  C12H25COOHNH3  231.21983 
Tetradecanoic acid (myristic acid)  14:0  C13H27COOHNH3  245.23548 
Δ6‐tetradecenoic acid   14:1  C13H25COOHNH3  243.21983 
Pentadecanoic acid  15:0  C14H29COOHNH3  259.25113 
Pentadecenoic acid  15:1  C14H27COOHNH3  257.23548 
Hexadecanoic acid (palmitic acid)  16:0  C15H31COOHNH3  273.26678 
Hexadecenoic acid (sapienic acid)  16:1  C15H29COOHNH3  271.25113 
Heptadecanoic acid  17:0  C16H33COOHNH3  287.28243 
Heptadecenoic acid (Δ6‐ and Δ8‐heptadecenoic acids)  17:1  C16H31COOHNH3  285.26678 




Octadecadienoic acid (sebaleic and linoleic acids)  18:2  C17H31COOHNH3  297.26678 
Eicosanoic acid (arachidic acid)  20:0  C19H39COOHNH3  329.32938 
Δ10‐eicosenoic acid  20:1  C19H37COOHNH3  327.31373 








families  of  TGs  (including  21  that  had  previously  been  reported  in  skin  surface  lipids  and  latent 347 












may therefore be useful  targets  in  the monitoring of chemical changes  in  fingermark residue over 360 
time.29 As a comparison, 27 TG families have been previously  identified in  latent fingermarks, with 361 






TG family  in a single sample,  indicating  isomeric species.  In some cases, possible structures can be 368 
tentatively assigned, where the high energy mass spectra are relatively simple. For example, the only 369 
neutral loss observed across all samples for TG 54:6 was 18:2, indicating that the structure is most 370 
likely  simply  18:2/18:2/18:2.  In  other  instances,  the  observed  neutral  losses  did  not  appear  to 371 
correspond to the parent CN:DB; e.g. some TGs with an odd CN did not exhibit any neutral losses of 372 
odd‐chain  fatty  acids.  An  example  is  shown  in  Figure  3,  where  the  base  peak  in  the  low  energy 373 
spectrum (m/z 860.7691) is consistent with the ammoniated adduct of TG 51:3. In the high energy 374 









ammoniated  and  sodiated  adducts;  and  (b)  the  high  energy  mass  spectrum  containing  DG‐like 384 
fragments corresponding to fatty acyl neutral losses. 385 
Examination of  low energy spectra where several TGs were present confirmed the coelution of TG 386 





removal of  critical pairs and  their assigned  fragments  from the mass  spectral data,  facilitating  the 392 
identification of fatty acyl losses for all but 6 of the 85 identified TG families.  393 
While no quantification approach was used in this study, it can be inferred from the relative variations 394 
in peak areas between samples  from different donors  that  inter‐ and  intra‐donor variation can be 395 
expected in glyceride profiles of latent fingermarks. Emerson et al. attempted to discriminate donors 396 
by sex based on TG peak intensities, but were unable to develop a reliable method despite observing 397 
statistically  significant  differences  between  male  and  female  donors.10  Pleik  et  al.  made  the 398 
observation  that  monounsaturated  TGs  showed  higher  intensity  than  other  TG  components  in 399 
recently deposited fingermarks.29 Similar results were reported by Camera et al.  for human sebum 400 
































TG 46:2  15.09  792.7073  318.4  14:1, 15:0, 
16:0, 16:1 
30 (10) 
TG 48:3  15.14  818.7228  323.3  16:1, 14:1  30 (10) 
43 
 








































TG 46:0  15.65  796.7385  322.4  14:0, 15:0, 
16:0, 18:0 
20 (8) 




TG 50:2  15.72  848.7698  333.2  14:0, 16, 
16:1 
30 (10) 






TG 47:0  15.77  810.7541  325.8  16:0, 18:0  29 (10) 












TG 48:0  15.95  824.7698  329.8  16:0, 18:0, 
20:0 
23 (8) 




TG 52:2  15.97  876.8009  339.9  16:0, 16:1, 
18:0, 18:1 
30 (10) 
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